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HPLC-Detektoren

Detektor detektiert Max. Nachweisgrenzen | Destruktiv?
(injizierte Menge)

UV und DAD Substanzen mit 0.1 bis 10 ng Nein
Chromophoren

IR universell 1 ng Nein

Fluoreszens Substanzen, die zur 0.01 ng Nein

Fluoreszens angeregt
werden kdnnen

ELS universell 1 bis 10 ng ja
MS lonisierbare Femto-bis Attogramm ja
Substanzen
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Typen von Massenanalysatoren

Single-Quadrupol Transmissions-MS Nein Nein
Triple-Quadrupol Transmissions-MS Nein Ja
TOF Transmissions-MS Ja Nein
Q-TOF Transmissions-MS Ja Ja
lonenfallen Speicher-MS Nein Ja
Sektorfeld Transmissions-MS Ja Jein
FT-ICR Speicher-MS Nein Ja
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Agilent LC/MS Portfolio

*6100 Singlequadrupole
*6200 TOF

*6400 Triplequadrupole
6500 QTOF

Agilent Technologies



Einsatzgebiete der LC/MS(MS)

Wenn hohe Anforderungen an
die Nachweisgrenze

die Geschwindigkeit die Selektivitat

den Informationsgehalt

gestellt werden, ist ein MS der Detektor der Wahl.
Warum???
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Einsatzgebiete der LC/MS(MS)

Wenn hohe Anforderungen an

die Nachweisgrenze

die Selektivitat

gestellt werden, ist ein MS der Detektor der Wahl.
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Niedrige Nachweisgrenzen und hohe Selektivitat

Massenspektrometer der Wahl: Triple-Quadrupol

Ql q2 Q3

Detektor

m/z 417 m/z 300, 243

Agilent Technologies



Niedrige Nachweisgrenzen und hohe Selektivitat

Triple-Quadrupol
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Niedrige Nachweisgrenzen und hohe Selektivitat

Triple-Quadrupol
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Niedrige Nachweisgrenzen und hohe Selektivitat

Triple-Quadrupol
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Niedrige Nachweisgrenzen und hohe Selektivitat
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Das Agilent 6490 Triplequadrupol-MS erreicht
Nachweisgrenzen im zeptomolaren Bereich
100 Attogramm Verapamil on-column (200 Zeptomol)

ot  MRM (455.3 > 164.9) Grulndeinheit
, 11000
Mill 1:1000
45

% 1:1000 Femto

o

% : 11000

¢ 4.4 Blank Micro 1
1:1000 Atto
Nano 1:1000
1:1000 Zepto
Pico

01 02 03 04 05 06 07
Acquisition Time (min) 200 Zepotomol sind ca. 120000 Teilchen
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Niedrige Nachweisgrenzen und hohe Selektivitat
Beispiel: Analyse von Fluticasonpropionat

Fluticasonpropionat

Gehort zu den Glucocorticoiden und wirkt entziindungs-
hemmend und immunsuppressiv. Wird als Nasenspray zur
Behandlung von allegerischem Schnupfen bei Erwachsenen
und Kindern tber 4 Jahren eingesetzt

Fluticasone plasma level
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Niedrige Nachweisgrenzen und hohe Selektivitat
Beispiel: Analyse von Fluticasonpropionat

Proteinfallung- “dilute and shoot”-Methode

Fluticasone propionate
F 1.765 min.

x10 1| N —
53 |
52 | PeakArea
RSD =10.2%

51
5 |
49 | 5.0 pg/mL (5 ppt) in Plasma
48 F | LOD 950 attograms

47
46
45 |
44
43
42

08 09 1 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2 21 22 23 24 25
Acquisition Time [min]
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Niedrige Nachweisgrenzen und hohe Selektivitat
Beispiel: Analyse von Fluticasonpropionat

§ x105 ]

2 N 5 pg/mL to 50 ng/mL Fluticasone propionate
" 7 in human plasma (4 orders of magnitude)
i R?2=0.9988

12 Area RSD [%] range = 0.4 — 10.2
Avg. accuracy [%] range = 87.9 — 109.3
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Wie erreicht man solche Nachweisgrenzen?

Agilent QQQs: 50 fache Steigerung der Empfindlichkeit in
4 Jahren
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Wie erreicht man solche Nachweisgrenzen?
IFunnel Technologie: 6x mehr lonen erreichen das
Hochvakuum

Agilent Jet Stream Hexabore Capillary Dual lon Funnel

« Thermische Eingrenzung ¢ 6-facher Gastransport « Entfernt Gas und sammelt
des ESI Spraykonus « Annahernd vollstandige die lonen

 Effiziente Entleerung des Gasraums * Reduziert neutralen
Desolvatisierung zur der Quelle Hintergrund
Freisetzung der lonen in « Erhéht die Lebensdauer
die Gasphase der Turbopumpen

4
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Agilent Jet Stream
Thermal Gradient Focusing Technology

Empfindlichkeitsgewinn far TOF, Q-
TOF, und Triple Quad

Fokussierung der lonen in einer
thermisch begrenzten Zone der Quelle

Verbesserte Effizienz der lonisierung
und des loneneintrages

Wirksam fur die meisten ESI
Analyten, wie auch fur viele
APCI Substanzklassen
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Zweistufiger lon Funnel verarbeitet die hohe
Gaslast

High Low
Pressure Pressure
Stage 1 Stage 2

Stage 1
8-12 Torr

Stufe der lon Funnels verhindert den Eintrag von Neutralteilchen in das MS

Agilent Technologies



lon Funnel Betrieb

RF Voltage
focuses the ions

to the center.

Unfocused
lons and Gas
Enter

DC Voltage
accelerates the
ions to the exit.

Agilent Technologies
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lon Funnel Bauwelse

Gold Plated

Bisher machten viele Metallplatten wegen grosser aktiver Flachen Rim
eine haufige Reinigung notig. Hohe Kapazitaten erforderten

grosse, teure Netzteile

Das 6490 Design nutzt Platinen Technologie um die
aktiven Oberflachen stark zu reduzieren. Kleine
Kapazitaten ermoglichen schnele Polaritdtswechsel
trotz Netzteile verninftiger Grosse

Agilent Technologies



6490 Performance: Uber 2000 Proben
Protein gefélltes Plasma tber 4 Tage mit 5% RSDs

20 femtogram Verapamil on-column Injektion

1000 _J‘ | . | S konstante
e Response

500 —

Abundance

» Typischerweise werden fir derartige Studien 1 —5 pg injiziert

0 1 1 1 1
500 1,000 1,500 2,000

Anzahl der Injektionen
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Einsatzgebiete der LC/MS(MS)

Wenn hohe Anforderungen an

die Geschwindigkeit die Selektivitat

gestellt werden, ist ein MS der Detektor der Wahl.
Warum???

Agilent Technologies



Was hat Selektivitat mit Geschwindigkeit zu tun?

Je schneller die Chromatographie, je hoher die Anzahl der
Analyten, desto geringer ist die Wahrscheinlichkelit alle
Analyten chromatographisch zu trennen. Ist der Detektor
selektiv genug, kbnnen die Substanzen dennoch bestimmt
werden.

Als Massenspektrometer eignen sich hier Triplequadrupole
und (Q)-TOFs.

‘7%~ Agilent Technologies



Selektivitat und Geschwindigkeit

(Q)-TOF-Massenspektrometer

—  Detektor
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Selektivitat und Geschwindigkeit

(Q)-TOF

Quelle

1

¢ Detektor
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Selektivitat und Geschwindigkeit

(Q)-TOF
. [
[
Quelle
Q1 g2 ®
IS .
I — Detektor
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Selektivitat und Geschwindigkeit:
Eigenschaften von (Q)-TOF-Massenspektrometern

1. Schnelle ,Scanrate” (bis 20 Spektren / Sekunde)

Ermoglicht schnelle Chromatographie mit hoher
chromatographischer Aufldsung

2. Hohe Auflésung der Massenspektren

Erleichtert die Unterscheidung von Komponenten mit der gleichen
nominellen Masse aber unterschiedlicher Elementarzusammensetzung

3. Hohe Massengenauigkeit

Ermdoglicht die Bestimmung der molekularen Zusammensetzung eines
lons

4. MS/MS-Fahigkeit (nur Q-Tof)

MS/MS-Spektren liefern Strukturinformationen und erleichtern die
|dentifizierung

‘7%~ Agilent Technologies



Selektivitat und Geschwindigkeit:
Schnelle Analyse pharmazeutischer Wirkstoffe

sdo ‘Ausua|

7.0e5 -
6.5e5 -

H20O/ACN
6.0e5 1 Flow =1.8ml/min
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5.0e5 | O 36 80°C, ACR
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4.0e5 - J
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Einfluss von Auflosung und Massengenauigkeit
Co-eluierende Substanzen gleicher nomineller I\élasse

o0_.0O

<IN Methyl 5-acetyl-salicylate (MAS) 0N Butyl paraben (BP)
OH [M+H]* 195.065185 i [M+H]*+ 195.101571
o MAS konstant, BP wird verdiinnt
1GHz 4GHz
1 GHz Acquisition Verdinn MAS MAS 4 GHz Acquisition
un Mass Mass +1.3ppm |
g Error | Error 1:1 | fi E’/'Z:ZUnnun
2.89 ppm (ppm) | (ppm) i ’
R=5299 _
128:1 Verdinnung 128:1 2.9 -0.2 N |
L Zoom
32:1 51 _O_prm:‘ || 128:1 Verdinnung
R=14867 | = i
16:1 10.1 . ‘
128:1 1.4 ppm
8:1 17.1
4:1 33.2
2:1 64.1
1:1 120.5 1.3

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Selektivitat und Geschwindigkeit:
Pestizidscreening in Kopfsalat-Matrix
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Selektivitat und Geschwindigkeit:
250 Pestizide, 50 pg on column

17 min. 5

Ll l b ULl lllmil i\l ,‘ Jj“l)\h JM M l alh I ‘l“x
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Counts vs. Acquisition Time (mln)
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3 min.
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Einsatzgebiete der LC/MS(MS)

Wenn hohe Anforderungen an

den Informationsgehalt

gestellt werden, ist ein MS der Detektor der Wahl.
Warum???
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Informationsgehalt

Jedes Massespektrometer liefert Informationen zur
nominellen Masse eines lons.

Mit Hilfe hochauflésender Gerate (wie TOFs), ist man
zusatzlich in der Lage aus der gemessenen Masse eine
Summenformel zu bestimmen.

LC/MS liefert informationsarme Spektren, in der Regel
protonierte und deprotonierte Molekllionen. Durch MS/MS-
Experimente kdnnen zusatzliche Strukturinformationen
gewonnen werden.

‘7%~ Agilent Technologies



Informationsgehalt
Mehrdimensionale Daten

| uv DAD
jL wm
! MS

MS2-Spektrum

m/z
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Informationsgehalt
Bestimmung von Metaboliten

1.8 386.2548
b C21H32N5 02

Buspirone iy
12 -0.62 ppm

x104 1
121.0509 386.2548 08 922.0098

86,2548 T
[ e
273.1665 : | e

L L .l 1L . [ ﬁ%%mvs.%ls-mn%‘?& (m/z) &

0 T T T T |I T T T = T T x107 : T T T T
1 2 4 402.2503 1
00 00 300 00 Counts \SI(S).OMaSS-tG%‘ 2 B NS 03 0 900 000

Monohydroxy metabolite “
i -0.90 ppm

x10 4 2.5
5{ 124.0869 1 m c21 43 N5 03 + Sauerstoff

2 . 5 . 4?.20ums vsf?ﬂzass-b-c‘*%: (mlzfosﬁ- 922 : 0098
l l ..k sl - " l

100 200 300 400 Co;msg('s)oMas's toﬁt‘ e s 0O 900 1000
Dihydroxy metabolite '
‘ -0.10 ppm

104 0.8
419.2485

124.0869 !
418.2448 °° C21H32N5 04

2 C21H32 N5 04 0g 922.0098
+ 2 Sauerstoff m A

1 ot 2 972.0061
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100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

AL

53 Agilent Technologies




Informationsgehalt
Bestimmung von Metaboliten

Profil der Metabolisierung

o\

/

Relative amount (%)

87

0 5 10 15
Incubation time (min)
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Informationsgehalt
Bestimmung von Metaboliten

x101
402.2500
71 C21H32N503
6.
0.07 ppm
Buspirone monohydroxy metabolite .
3 403.2530
x102 o] C21H32 N5 03
] 121.0509 m
1 404.2532 402.2500
08 MS-Spektrum TN | L
0.6 402 403 404
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)
0ol 1090762 224.1282 327.2009
0_ 1l 1hil M| | (TP ITTETNITIN TR P O] el L T m | N lu 1
x102 122.0705
12 CoHE N3 219.1604
17 S cl e 402.2493
0.8 S 178.1217 OUPPM 2381424 MS/M S'S ektrum i
oo, C::;zm Cana C11H18 N4 02
0.4 PP 2.07ppm 0-28 ppm
0.21
o’ e : | L | |. 1 |. L || L L R

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Informationsgehalt

Analyse unbekannter Verbindungen mit hochauflosender
MS/MS

Beispiel fur Strukturvielfalt: M = 149
Massengenauigkeit von 2 ppm =+ 0,0003

Zugelassene Elemente: Anzahl an Strukturformeln *
C,H,N,O,S, P FCl, Br: 120

C,H,N,O,S,P: 38

C,H, N, O: 27

*Number of isomers according to MOLGEN
(Molecular structure generation; http://molgen.de)

Agilent Technologies



Beispiel fiir Strukturisomere von Cathinon

H3 (www.chemspider.com, 829 Treffer)
Insgesammt sind 25 895 621 Strukturisomere moglich
(Stereoisomers kommen noch dazu!!l)

H
CH, H Gy H Os_ _NH : O H, CH, HN TS

Agilent Restricted

October, 2010


http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.6034.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.7199.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.7343.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.10886.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.20447.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.14795.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.24872.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.25033.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.27788.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.69348.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.73329.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.77383.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.91326.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.109297.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.120178.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.127123.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.132038.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.167492.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.208123.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.211065.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.246771.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.255148.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.513739.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.564151.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.2334404.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.9150856.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.9237694.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.10135604.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.10234473.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.10570219.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.11422.html

Informationsgehalt

Obwohl gerade hochauflosende LC/MS/MS-Systeme viele
Informationen Uber ein Molekll generieren, ist aufgrund der
enormen Strukturvielfalt organischer Molekile eine
|dentifizierung nicht immer maoglich.

Fur diese braucht man oft zusatzliche analytische
Methoden (wie z.B. die NMR-Spektroskopie) oder andere
Hilfsmittel, wie z.B. Spekiren-Bibliotheken.

‘7%~ Agilent Technologies



MassHunter PCDL Manager B.04.00
Erstellen und Editieren benutzerdefinierter PCD(L)s

- D"\MassHunter\PCDL\ForensicsTox AM_PCDL.cdb

-
f&] MassHunter Personal Compound Database and Library for Forensics and Toxicol
||: Fle Edit View Datsbase/Library Links Help

P Find Compounds & I |1 & @

| snekseen | EdchSeach | gatch Sunmay Edit Compounds Specirel Search Bowse Specra | Edi Spectm | l
Hess Wolecule: | Sucture | WOL Tex | E
© MHE @ Newral © MHE Formuia

T e ) @ .| METLIN AMRT PCD B.04.00
e (5] w ) METLIN AMRT PCDL B.04.00
reees - | " For/Tox AM PCD B.04.00
i | " | For/Tox AM PCDL B.04.00
“| Pesticide AM PCD B.04.00

Masstolerance: 100 @ ppm ) mDa Name yo/w U n te r S t U tzt :

Single Search Results: 7200 hits

RT

Compound Name 4 Fomula Mass fmin} CAS ChemSpider IUPAC Mame Spectra #
Cocaethylen-D3 C18H20D... | 32018154 3
Cocasthylene C18H23N 31716271 525-38-4 553082 Ethyl (1R 2R.35 55)-3-{benzoyloxy}-8-methyl-8- [3.2 1Joctane-2- 3
Cocain-D2 C17H18D... | 306.16585 3

[b— Cocaine CI7HZ1IN... | 303.14706 50-362 10194104 | Methyl (1R.2R.35,55)-3- B-methyl-g- [3.2. 1joctane-2-carboxyf 3
Codein-03 C18H18D 30217097 3
Codeine C18H21N 29515214 76573 4447447 (Balpha Galpha}-3-Methoxy-17-mettyi-7 8-didehydro-4 5-epoxymorphinan-6-ol 3
Codeine glucuronide C24H25N... | 47518423 20736-11-2 6
Codaxime C20H24N... | 37216852 7125760 | 7844721 | ({[{Salpha,6E)}-3-Methowy-17-methyl-4.5- Gylidenefamino) acid a
Coenzyme A C21H36N 76711521 85-61-0 6557 a
Cofisatin CBBH79N... | 1,085.565... 54063342 | 16736899 | (2-Oxo-2 3-dihydro-1H-indole-3,3diy)di-3,1-phenylene (Sbeta Sbetalbis(3,7, 124rioxocholan-240... |0
Cogazocine C21H3TND | 31324056 57653299 | 171872 104Cyclobutyimethyl}-1-ethyi-13,13dimethyl-10-azatricyclo[7.3.1.0~ 2.7 hrideca-2 4, 64rien-4-ol a
Colchiceine CAHZIN. | 3515254 | 47707 1204164 | NI7SH10-Hydmer ethoy-G-0xo- $4etrahvdrobenzolzhentalen-Tilacetamide

» Personal Compound Database and Libraries (PCDLSs) fur akkurate Masse
Datenbank und MS/MS Bibliothekssuche mit optionaler Retentionszeit

+ Einfiigen von weiteren Komponenten MS und RT Information, sowie AM MS/MS Spektren bei
verschiedenen Kollisionsenergien mit der neuen PCDL Manager Software

* Nutzung, Erstellung und Editieren von PCDs und PCDLs auf Threm PC fir maximale Datensicherheit

Page 44
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Forensics/Tox Accurate Mass PCDL
“Broecker, Herre & Pragst”— MS/MS Spektren fir 2600 Cmpds

£ Agilent MassHunter Qualitative Analysis - Default.m

: File Edit Yiew Find Identify Chromatograms Spectra Method Actions Tools Help
B2 HdBE 3 a-FMEE - [ [R[EF][AlR]MH d & bhE Y88 &

i 7 DataNavigalor x ||i /% Chromatogram Results x

SonbyDat”Edeg? v @ @ tlaf#'@‘ﬂ'ﬂ e 1"1-‘-&& !
“[w]Cpd 15 3. ~ ; o~
-[#] Cpd 16: 2.250 104 +ESI EIC[(195.0800) Scan Frag=140.00 wine_auto_msms_20ev_pos01.d =y
Extract MS/MS [ Cpd 1 11810 4.149 1
[SerTTe: ] 2] r
Spectrawhen \ / o W 3093 11878 14881 17513

running MFE §<
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» Die Forensics/Tox accurate mass PCD enthalt 7500 KOmponenten

+ Die Forensics/Tox accurate mass PCDL enthalt 7900 MS/MS Spektren
von uber 2600 Komponenten bei 3 Kollisionsenergien vorwiegend in positive ion Mode.

* Die ERSTE kommerzielle accurate mass MS/MS Spektren Bibliothek!

- Agilent Technologies




Agilents Losungen fur die MS - Uberblick

« 1290 Infinity UHPLC
« HPLC-Chip II

- 7100 CE

- 7890A GC

» 7000A GC Triple Quad
» 7700 Series ICP-MS

MS Detector , * 6100 Single Quad Series
Technology \

* 6200 TOF series
» 6400 Triple Quadrupole series
* 6500 QTOF series

. » MassHunter Workstation Data Acq, Qual and Quant
Data AnaIySIS / » Mass Profiler Professional with Pathway Analysis

Application LR « Personal Compound Databases and Libraries (PCDLS)

Software e + PCDs for Pesticides, Forensics/Tox, and endogenous metabolites (AMRT)
il + PCDLs for Forensics/Tox and and endogenous metabolites (AMRT)

* Metabolite ID Software

* Fast Track Solution Kits for LC, GC, LC/MS & GC/MS
» Petrochemical
+ Food Safety
* Environmental
+ Toxicology

* Metabolomics / Proteomics Standards & Workflows

Agilent Technologies
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Einsatzgebiete der LC/MS(MS)

Sehr niedrige Nachweigrenzen mit hoher Spezifitat erreichen
Triplequadrupol-LC/MS-Geréate. Sie kommen Uberall zum
Einsatz, wo es um die quantitative Fragestellungen geht.

TOF und Q-TOF Gerate eignen sich fur qualitative und
guantitative Fragestellungen. Haupteinsatzgebiet ist
allerdings meist die gualititive Analyse.

LC/MS-Gerate kommen immer dann zum Einsatz, wenn
Empfindlichkeit, Spezitifitat und/oder Informationsgehalt
klassischer HPLC-Detektoren nicht ausreichen.
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Vielen Dank

Agilent Technologies



